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自由 文内容の 要旨
生物発光はjレシフエラーゼとよばれる特異的立働きをも った酵素の触媒作用によるものであり、そ
の酵素反応における効率のよい化学エネルギーから光エネJレギーへの変換機構に興味がもたれている。
代表的な発光生物の一つである発光細菌のルシブエラーゼは次の反応を触媒して発光することが知
られている。
ルシフエラーゼ
FMNH，+O，+RCHO一一一一一←ー → hν+FMN+他の生成物
ここで、 RCHOは長鎖脂肪族7)レデヒドを示す。
以前、Hastingsと Gibsonは Ph.主笠h旦工iより得たcrudeなJレシフエラーゼ標品を用いて、こ
の反応、途中に寿命の長い中間体 (“longlived-intermediate")を含む少くとも 3つの中間体の存在
することを予想した。しかしながら、これら中間体の性質や速度論的な解析等についてはあまり知ら
れてい立P，そこで、これらの点を明らかにするため本研究においてまず発光細菌Ph. phosphoreum 
よりルシフエラーゼを抽出精製し、次いでこのルシフエ ラー ゼを用いた発光反応中間体の解析を行い
以下の結果を得た。
(1)細菌ル'/7エラーゼの精製と性質
通気培養を行い大量に得た菌体から浸透圧νョックでJレシフエラーゼ活性液を抽出した後、カJレシ
ウムゲル吸着、硫安分画 (40ー 75%飽和)及びDEAEセルロースカラムクロマ トグラフイーを用いて
Jレシフエラーゼを精製した。得られた標品はセフ ァデックス(G-100)によるゲルi戸過、超遠心(S旬 ，W
=5.5S)及び電気泳動よりみて均一であった。浸透圧測定より求めた分子量は82.000で、SDSポリア
クリJレア ミド電気泳動では分子量が42.000と38，000の2本のバンドのみが観察された。ところで、こ
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の方法で精製したルシフエラーゼには一部、可視部に蛍光及び吸収を持つ構造未知の新フラビン誘導
体が結合していることがわかったが、これは塩酸グアニジンを用いた可逆的変性で除去できる。この
処理で得た無色無蛍光のルシフエラーゼをとくにstrippedルシフエラーゼとよぶ。 この調製によって
ルシフエラーゼに結合したFMNH2とO2との反応を分光学的に測定することがはじめて可能となった。
(2) 発光反応の機構
細菌ルシブエラーゼの反応において、最初に.形成される中間体はルシフエラーゼ-FMNH2 複合体
と考えられている。そして、これとO2との反応生成物、 FMNは特に重要な役割(エミッター形成及び
FMNH2からの再酸化に伴うエネルギーの供給)を果していると思われる。そこでまず、ルシフエラー
ゼに結合したFMNH2とO2との反応を検討した。
嫌気的条件下でルシフエラーゼ (E) とFMNH2とからE-FMNH2複合体を形成せしめた後、 RCH
Oが無い条件でフロー装置を用いてO2と反反応させ可視部吸収スペクトルを測定した。その結果、反
応直後(生成速度、 12秒-.)に遊離のFMNのそれとは異なる、 435nm附近に幅広い吸収を持った分子
種 (X.) が一過的に現われること、および、これは0.25秒-.の速度で崩壊してFMNと同一の吸収スペ
クトルを与えることを見い出した。 FMNは殆どEに結合しないからこのX.の崩壊はEからの離脱に相
当するものと考えられる。さらに、 E-FMNH2とO2との反応後の任意の時間にRCHOを添加すると
急激な発光がみられ、続いてRCHOの炭素数に依存した速度で指数関数的に減衰するが、添加の時間
を変えた時、得られる各々の発光ピークの高さはその時存在したRCHOと反応しうる中間体の量に相
当するものと考えられる。従って、このピークの高さの減衰から発光反応に必須な中間体の崩壊速度
が求められる。 3種類のRCHOの炭素数 (10，12及び13)にかかわりなくほぼ一定の値 (0.25，0.24 
及び0.23秒-.)を示し、しかも分光測定から求めたX.の崩壊速度 (0.25秒一.)によく一致した。これ
らの結果等からルシフエラーゼ反応の機構 (pH70，200C) として以下のようなスキームが考えられる。
すなわち、 E-FMNH2複合体とO2の反応後まずX.が形成されるがこのX.は、 RCHOが存在しないとき
は崩壊してEとFMNとになる O 一方、 RCHOが存在するとX.は反応して別の中間体 (X.-RCHO)を
形成した後、励起状態分子となって発光する。このX.-RCHOから励起状態分子へ進むステップが発
光反応の律速段階でその速度がRCHOの炭素数により異なっている。
K， 
E+FMNH; E-FMNH2， K.= 1X10-7M 
k2 
E-FMNH2十 O 2 ーーーーーーーーーー -~ X.， k2=12秒-.
(a) RCHOが存在するとき
X.十RCHOて 三~X.-RCHO ，
?
? ?
?
X.-RCHO 争力(励起状態分子)， k.=0.15秒.(デカナール)
=0.12秒-.(ドデカナール)
=0.31秒-.(トリデカナール)
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、?
益 hν+生成物X? 
(非常に速い)
(b) RCHOが存在しないとき
? ?
X， 込 E+ FMN. ko=O.25秒-，
論文の審査結果の要旨
生物発光は酵素ルシブエラーゼの作用による化学エネルギーの光エネルギーへの変換によっておこ
る。細菌ルシフエラーゼの反応は
FMNH2十02+RCHO(アルデヒド)→ hν+FMN+RCOOHであらわされる。この反応の機構を
明かにするためには、 FMNH2の酸化およびエミッターとしての働きを分光学的に研究することが重
要である。しかしこれまでの酵素標品はそれ自体作用不明の蛍光作質をふくみ、くわしい解析が不可
能であった。
そこで吉田君は酵素標品におけるこの難点を解決し迅速反応測定法により発光反応に必須の中間体
を発見し、そのいくつかの性質を明かにした。論文は次の三つから成る。
(1) ルシフエラーゼの調製:大量培養した菌体からルシブエラーゼを単一成分として精製した。次
にグアニジンによる可逆的変性を用い酵素蛋白質に結合したフラビン誘導体を除去し、可視部に吸収、
蛍光がなく活性不変のストリップ・ルシフエラーゼを調製することに成功した。
(2) 反応機構:ルシブエラーゼ-FMNH2複合体にフロー法を用いてO2を反応させたところ435nm
附近に吸収極大をもっ新しい分子種X，が一過的に生成されることを見出した。 X，はRCHO添加により
発光するが、発光極大強度は添加時間の遅れと共に減衰する O その経過はRCHOなしで、のX，→FMN
の時間経過と一致したので、 X，が発光反応、の必須中間体であることが示された。またX，の蛍光スペク
トル、発光反応に対する酸化剤、 RCOOHの影響をしらべ、 X，におけるエミッターとしてのFMNの
存在状態について推論した。
(3) グアニジン処理により分離される新種フラビンの物理化学的性質を明かにした。
以上のように吉田君のこの研究は、ルシフエラーゼの精製に成功し、その発光機構、特に必須中間
体の存在と性質を明かにしたものであり、生物発光反応の機構を解明するための最も基本的で重要な
貢献であると考えられる。従ってこの論文は理学博士の学位論文として十分価値あるものと認める。
? ???
